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(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 
production of cartilage and of implants consisting 
at least partially of cartilage. It is based on living 
cells that are able to form an extracellular matrix 
of cartilage, and which arc placed in an otherwise 
empty cell space (I), and arc left in this cell space 
0) to form an exrracellular matrix of cartilage. 
As many ceils are introduced into the cell space 
as necessary for it to contain about 5xI0 7 to 10 9 
cells per cubic centimetre. The cell space (1) 
is separated, at least partially, from a culrurc- 
[ medium space (2) surrounding the cell space (I) 
by a semipermeable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection barrier. The 
open-pored wall may take the form of a piate 
(7) made of a bone-substitute material, and be 
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(57) Zusammcnfassung 

v be ^ h T cbc r e Ve £ fahre " ««t » r in <*» Herstcllung von Knorpelgewebe und von Implantaten. die mindestens tcilweise aus 

Knorpelgewebe bestehcn. E$ geht von v.taien Zellen aus. die die Fahigkeit haben. eine enrazcllulare Knoipelmatri* xubi den und Z 
.n emen an s.ch leere* Zellraum (1) eingebracht und tur Bildung einer eKrazellulamn Knorpelmatrix in diesem Zellraum mwl 
werden Es werden sov le le Zellen in den Zellraum eingebracht. dass dieser pro cm' «wa 5»I0 7 bis 10» Zellen enthaiL Der Zellraumf M 
at m.ndesteni teilweise durch eine semipermeable Wandung (3) Oder dutch eine ais Konvektionsbajriere wirksame oiTenporiee Wandun, 
von einem den Zellraum (I) umgebenden Kulturraedium.Raum (2) getrennt Die ofTenporige Wandung kann dabei als Plaae (7) auiTnern 
Knochenersatzmaterial ausgebildet sein und im Zellraum (I) gegen unten angeonlnet sein. Daduich setxen sich die Zellen auf d esTr 

mp antat cntsteht, das aus emer Knochenersatrplaue (7) und aus einer diese bedeckenden Knorpelschichi besteht und wobei die beiden 
Implantameile durch Vcrwachsung formschlussanig miteinander verbunden sind. 
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VERFAHREN 2UR HERSTELLUNG VON KNORPELGE WEB E UND VON IMPLANTATEN 



Die Erfindung liegi auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und becriff: ein 
Vertahren gemass dern Oberbegriff des ersten, unabhangigen Patentanspruchs 
rur Herstellung von Knorpelgcwebe und von Implantaten zur Reparatur von 
enchondralen und osteochondraien Defekten. Ferner berrifft die Ernndung 
5 tint Anordnung rur Durchfuhrung des Verfahrens und nach dem Verfahren 
hergestellte Implantate nach den Oberbegriffen der entsprechenden, unabhan- 
gigen Patentanspriiche. 

10 Knorpelgewebe besteht im wesentiichen aus Chondrozyten und extrazelluiarer 
Matrix. Die exirazellulare Matrix besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ II 
und Proieoglycanes, derca Bausieiae von den Chondrozyten in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden wsrden, wo sie zu Makromolekiilen zusam- 
mengebaut werden. Die Chondrozyten machen im Knorpelgewebe eines er- 

15 wachsenen Individuums erwa 5% q- s Volumens aus. 
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Gelenkknorpel. der als knorpelige Schichi die Eaden gelenkig verbundener 
Knochcn uberzieht, ubemimim die Funktion der Lasrverteilung bet Belastung 
des Gelenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fahig. Wasser auf- 
zunehmen und unter Dnick wieder abzugeben. Ferner dienen die Gelenk- 
5 knorpel-Oberflachen als GleitQichen im Gelenk. 



Knorpel ist ein Gewebe, das sicb mangels Durchblutung insbesondere an er- 
wachsenen Individuen kaum regeneriert, wenn das zu regenerierende Knor- 

10 pelstiick ein nur Ideines Volumen uberschreitet. Insbesondere Gelenkknorpel 
konnen aber oft altersbedir.gre Abnutzungs- und Veranderungserscheinungen 
sowie unfallbedingte Verletzungen aufweisen, die ein deraniges maximal 
regenerierbares Volumen be: weitem uberschreiten. Solcbe Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache> Bewegung und Belastung von betroffenen Ge- 

15 lenken schmerzhaft und fiihren zu weiteren Komplikationen wie beispiels- 
weise Entziindungen beding: durch Synovialflussigkeit. die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mit dem Knochen in 
Kontakt kommt. 

20 

Aus dicsen Griinden wird seit langerer Zeit versucht, fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operativ zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekannt, Defekte. die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und darunter 
liegendes Knochengewebe betreffer, zu reparieren, indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mit einer mogiichst genau defmierten Geometrie ausgebohrt 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteten Stelle 
30 beispielsweise desselben Geienkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
unterliegendem Knochen mit mbgiichs: derselben Geometrie. wie die Boh- 



WO 97/46665 



PCT/CH97/0022Q 



- J • 



nmg sie hat. ausgestanzt/ausgebohrt wird und indem die ausgestanzie Saule in 
die Bohrung eingeserzt wird. In derselben Weise werden auch grossere Defek- 
te mi: einer Mehrzahl von Sauien repariert (Mosaikpiastik). D.ese Methoden 
sind erfoigreich aber das eigendiche Problem wird im wesentlichen von einer 
belasteren Gelenkstelle an eine unbelastete Geknkstelle verschoben und nicht 
effektiv gelost. 
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Es wird auch vorgeschlagen. beispielsweise in der Publikation US-3703575 
(TDiele), Knorpelderekte mit rein kunstiichen Impiantaten (z.B. Gele. die Pro- 
teine und Polysaccharide enthalten) zu reparieren. Es zeigt sich aber. dass 
damit nur beschrankte Erfoige erzielt werden konnen, weshalb in der neueren 
Enrwicklung andere Wege beschriuen werden, die alle von autologen oder 
homologcn, vitalen Zeilen ausgehen. Es werden beispielsweise in vitro gezuch- 
15 tete. vitale Chondrozyten oder Zeilen, die eine Chondrozytenfunktion ausiiben 
konnen. implantiert: oder es werden kunsdiche Implantate beniitzt, in die 
vitaJe Chondrozyter. eingebracht sind; oder es wird versucht. in vitro Knorpel- 
gewebe zu zvichten und dieses zu impiantieren. Das heisst mit anderen Wor- 
ten. nach neuerer Enrwickiung wird versucht. vitales Knorpelgewebe minde- 
»0 stens teOweise in vitro zu erzeugen und zu impiantieren oder knorpeibildende 
Zeilen im zu reparierenden Defekt anzusiedeln. welche Zeilen in vivo ein 
mindestens Knorpel-ahaliches Gewebe bilden. 



Beispiele derartiger \ erfahre.n sind in den folgenden Publikationer, beschrie- 
ben: 



Nach dem Verfahren eemass US~iS4riff^ fr,*~A*\ a . 

5 u^--c54ottJD (Grande) werden korpereigene 

Chondrozyten nach e:r.er vc-car^i^n w-rr,»hr,,™ ;~ ■ A K4 , _ » , 

u.^ai.^u^n vermenrung m emer Monolaver-Kultur 

.-n..ng in e:ne dreidimensionale Kollageomatrix in 
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Form eines Gels oder eines Schwammes eingebracht, in welcher Matnx sie 
sich fesrsetzen und dadurch immobilisiert sind. Nach ca. drei Wochen Zellver- 
meiming wird die defekre Knorpeistelle mit dem Material bestehead aus 
Kollagenmatrix und Zeilen gefulli und, urn das Transplantat an der defekten 
5 SteUe festzuhalten. wird ein Snick Knochenhaut dariiber genaht. Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche deraniger Transplaniate ist bedeutend besser als 
ohne Transplantat. 



10 • Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (hay) werden Chondrozyteo oder 
Zeilen, die eine Cbondrozyten-Funktion ausiiben konnen, in eine biokorn- 
paiible, resorbierbare .Matrix eingebracht (32xl0 6 bis 120xl0 6 Zeilen pro cm 3 ), 
in welcher Matrix die Zeilen immobilisien sind. Diese Matrix wird implan- 
tiea wobei sich in vivo ein knorpelahnlicbes Gewebe bildet. Die fur das Im- 

15 plantat verwendeter. Chondrozyten werden vorgangig kultiviert und zwar 
zuerst in einer Monolayer-Kultur und dann suspendien, wobei sie sich ru 
Aggregaten von 30 bis 60 Zeilen verbinden. 



20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughton) wird ebenialls eine 
dreidimensionale kunstliche Matrix als Tragermaterial fur das Implantat ver- 
wendet. Diese wird bereits fur die Zellkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zeilen mit einer vitalen Bin- 
degewebeschicht uberzogen. Nach einer in vitro durchgefubnen Zellvermeh- 

25 rung auf der dreidimensionaien Matrix, wird diese implantien. Die implantier- 
ten Zeilen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 



30 



Nach dem Verfahren gemass PC7-WO90/ 12603 (Vacanti et al.) wird eben- 
falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren. polymercn 
Fasermaterialien besteht und an die sich Zeilen anJagem lassen. Die Zeilen 
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werden in vitro bereiis auf der Matrix Oder in Monolayer-ZellJculturen ver- 
mehn und die Matrix wird mit den an ihr baftenden und dadurch immobili- 
sienen Zellen implantien. Die Matrix wird in vivo abgebaut und sukzessive 
durch extrazelluiare Matrix, die von den Zellen gebildet wird. ersetzt. 



Nach dem Verfabren gemass US-5326357 (Kande!) werden Chondrozvten auf 
einer Schicht aus Filtermaterial (MILICELL«-CM mit einer Porengrosse von 
0,4 U m) als Monolayer mit einer Dichte von 1.5xl0 6 Zellen pro cm' aufge- 
bracht. Eine in vitro Kultur des Monolayers auf dem Fihermaterial ergibt in 
zwei bis vier Wochen eine dunne Knorpelschicht. die in ihrem Aufbau offen- 
bar dem natiirlichen Gelenxknorpe! entspricht, und die als solche impiantier- 
bar ist. 



Es ist auch bekannt. cass Knorpel in sogenannten high density Zellkulturen 
geziichtet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
einen Monolayer notwencig auf einen Trager gebracht und kultivien. Erst 
nach em bis zwei Stunden wird das Kulrurmedium zugegeben. Nach zwei beis 

0 drei Tagen kontrahien sich die Zellschicht auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mit Durchmessern in der Grossenordnung von 1mm. 
Im Innern dieser Microspheres bildet sich in der anschliessenden^ultur ein 
Knorpel-aniges Gewebe. wahrend an deren Oberflache Faserknoroel (Peri- 
chondrium) entsteht. Fur Impiantate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

5 wenig geeignet. 



Sittinger er al. (Biomaterials Bd. 17. Nr. 10. Mai 1996. Guildford GB) schla- 
gen auch vor. fur die Bildung v 0n Knorpei in vitro in eine dreidimensiooale 
Matrix vitale Zellen einzubringen und die beladene Matrix dann in eine 
semipermeable Membran einruschiiessen. Durch die Membran wird vor allem 
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verhindert, dass wahrend der KnorpelbUdung von den Zellen fur den Aufbau 
einer exrrazelluiaren Matrix ausgeschiedene Bauteile mit dem Kulturmedium 
ausgeschwemmt werden. Es ist auch bekannt. Zellkuituren zur Verhinderung 
von Immunabwehrreaktionen in eine derarrige Mernbran emgeschlossen zu 
5 implanrieren. 
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Alle oben genannten Veriahren. mit denen versucht wird. Knorpel mindestens 
teilweise in vitro herzustellen, stellen verschiedene Usungen eines langer 
bekannten Problems dar. das sich der Herstcllung von Knorpelgewebe durch 
narurliche ZeUen aber unter ktinstiichen Bedingungen stell, Dieses Problem 
besteht darin. dass Chondrozyten unter deranigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relativ schnell zu Fibrobiasten zu dedtfferenzieren. bzw. dass 
es our unter sebr spezifischen Kulturbedingungen moglich ist. Fibrobiasten zu 
einer Chondrozyten-Funktion zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
verlieren Chondrozyten unter anderem tore Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darsteilt. 



20 



Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannten Verfahren dadurch gelosu dass die Chondrozyten in entsprechend 
dichten Kulturen in einem Monolayer oder in einer dreidimensionalen Matrix 
immobilisiert werden. Es zeigt sich. dass Chondrozyten sich auf diese Art 
ohne wesentliche Dedifferenzierung vermehren und extrazellulare Matrix Wi- 
den, die der extrazeilularcn Matrix von naturlichem Knorpel mindestens ahn- 
lich ist. Die dreidimensionale Matrix dient in den meisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung der Zellen sondern auch als belastbarer Korper nach der 
Implantation, denn die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinem bekannten 
Fail eine Stability die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 
30 Belastung siandhalten kbnnte. 



25 
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Die Ertindung stcik sich die Aufgabe. ein Verfahren zu schaffen. mil dem in 
einfacher Weise fur Impiantationen, insbesondere fur Implantaiionen bei Ge- 
lenkknorpeNDefekieo. geeignetes Knorpelgewebe in vitro herstelJbar wird 
Oder Implantate hersteilbar werden. die mindestens zum Teil aus deranigem 
Knorpelgewebe bestehen. Zur Ldsung dieser Aufgabe ist es notwendig. fur 
Cbondrozyten bzw. andere, zu einer Chondrozytenfunktion fahige Zellen in 
vitro eine derartige Umgebung, insbesondere eine dreidimensionale deranige : 
Uragebung zu schaffen, dass sie auch fiber eine Iangere Kulrurzeit nicht dedif- 
ferenzieren und ihre Funktion aktiv ausuben, bzw. dass sie zu aktiven Cbon- 
drozyten differenzien werden. Durch die Ldsung dieses Problems ist der 
Hauptteil der Aufgabe gelos:. denn nicht dedifferenzierende, vitale Choodro- 
zyten bauen unter den geeigneten Bedingungen gemass ihrer naturlicnen 
Funktion die entsprechende extrazellulare Matrix auf und stellen z usamm en 
mit dieser Knorpelgewebe dar. 



Die nach dem emndungsgemassen Verfahren hergestellten Implantate. die 
mindestens zum Teil aus in vitro hergestelltem Knorpelgewebe bestehen. 
sollen insbesondere geeignet sein fur die Reparatur von enchondralen oder 
) osteochondral Gelenk-Defekten. Sie soUen fur jede Tiefe deraniger Defek- 
te hersteilbar sein und nil den emndungsgemassen Implantaten'repariene 
deranige Defekte sollen mdglichst bald nach der Implantation belastbar sein 
und zwar sowohi rait Press- ais auch mit Scherkraften. 



Die oben genanme Aufgabe wire gelbst durch das Verfahren. wie es in den 
Anspriichen definier: is:. 



Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund. dass Cbondrozyten 
ein den Anspriichen genugendes Knorpelgewebe aufbauen konnen. wenn 
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dariir gesorgt wird. dass die Konzentration von Stoffen. die von den Zellen 
produzien und in extrazellulare Raume ausgeschieden werden. nach einer 
kurzen Anfangsphase eine geniigend bone Konzentration aufweisen und dass 
eine ahnJiche Konzentration wahrend der ganzen Kulturzeit aufrechterhalten 
5 bleibt. Unter diesen Bedingungen bleibt die differenziene Funktion von 
Chondrozyten vol! erhalten (sie dedifferenzieren nicht zu Fibroblasten) und/- 
oder ist es moglich, entsprechende Zellen, insbesondere mesenchymale 
Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen oder auch Fibroblasten zu 
einer entsprechenden Funktion zu differenzieren. 

10 

Die erste Bedingung wird erfullt dadurch, dass eine Zellgemeinschaft geschaf- 
fen wird, in der mindesteas zu Beginn der Kultur eine deran hohe Zelldichte 
herrscht, dass die Zellen fahig sind, die fur die genannten Konzentrationen in 
15 den Zellzwischenraumen norwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzen Zeit zu produzieren. Die zweice Bedingung wird erfullt dadurch. dass 
die Zellgemeinschaft in einem begrenzten Zellraum untergebrach: wird. in 
dem verhinden wird. dass die genannten Stoffe aus den Zellzwischenraumen 
ausgeschwemmt werden. 

20 

Die genannten Stoffe sind insbesondere autokrine Faktoren und Stoffe, die als 
Bausteine fur den Aufbau der extrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proteine und Hyalorunate fur den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und Kollagen-Vorsrufen fur den AufDau der Kolla- 
genfibrillen vom Typ II. 

Gemass dem erfindungsgemassen Vsrfahren werden die Zellen fur die in 
30 vitro Kultur nicht immobiiisier; sondsm es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale. kiinstliche Matrix zur Verrugung gestellt. in dem die beiden oben 
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angegebenen Bedingungen erfullt sind, in dem es aber weitgebend den Zellen 
uberiassen wird, wie sic sica reiativ zueinander ansiedeln wollen. Es zeigt sich. 
dass in einem deranigen freten Zellraum Zellen ihre Chondrozytenfuaktion 
voll ausuben und sicb ein Knorpelgewebe ziichten lasst. das eine fur eine 
5 Implantation und fur eine mindestens beschrankte Belasrung nach der Im- 
plantation genugende Festigkeit aufweist. 



Nach dem erfindungsgemassen Verfahren werden also Zellen. die zu einer 
10 Chondrozytenfuniction befahigt sind. in einen an sich leeren. das heissi hoch- 
stens mit Kulturmedium gefullten Zellraum eingebracht deran. dass im ZelJ- 
raum eine Zelldichte von etwa 5xl0 7 bis 10' Zellen pro cm 3 Zellraum ent- 
stebt. was bei einem ungefahren Zellvolumen jeder Zelle von 10 3 U m 3 eine 
Raumbelegung von ca. 59c bis 100% ergibt. 



Der Zellraum hat mindestens teilweise durchlassige Wande und wird fur die 
Kulturzeit in einen mit Kulturmedium gefullten Raum eingebracht. welches 
Kulturmedium in bekannter Weise periodisch erneuen wird. Wahrend der 
Kulturzeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnet oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung zwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 



Die Durchlassigkeit der durchiassigen Teile der Zellraumwandung und die 
relative Bewegung von Zeliraum und Kulturmedium, sind deran auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhangig vom zu erzeugenden Knorpel) abzustim- 
men. dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhinderung erfullt ward. 



30 
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Fur alle Falle sind semipermeable Wandbereiche (semipermeable Membrane) 
mit einer Durchiassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton (10 bis 100 kDa) 
geeignet. insbesondere fur bewegte Kulturen und fur Zellraume mit grosser. 
Dimensionen (dreidimensionale Gebilde). Die genannten autokrinen Fakioren 
und Bausteine fur den Aufbau der Makromolekule der extrazellularen Knor- 
pelmatrix haben Molekulargewichte derart, dass sie eine Membran mi: der 
genannten Duchlassigkeit nicht passieren konnen. 



10 Es zeigt sich, dass fur stationare Kulruren und Zellraume nut mindestens 
einer kleinen Dimension (dunne Schichten) auch offenporige Wande mit 
bedeutend grbsseren Poren (bis in den Bereich von 10 bis 20um). die nicht ais 
semipermeable Wande sondern nur als Konvektionsbarrieren wirken konnen, 
genugen und dass ge ? >benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite often 

15 sein kann. 



Insbesondere in unbewegten Zellraumen setzen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichten in Richrung Schwerkrafi ab. wodurch schichtartige Knorpelgewebe 
erzeugbar sind. Fur die Eraeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebiide 
erweisen sich bewegte Zellraume als vorreilhaft. 



Fur spezifische Kulruren und insbesondere auch fur spezifische Formen und 
25 Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kulturmedium) und die optimale Beschaffenheit der 
Zellraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zeilraumwand experimentell 
. ermiitelt werden. 

30 

Der Zellraum hat also im wesentlicher. drei Funktionen: 
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- Der Zellraum halt die Gemeinschaft der (nicht immobilisierten) Zellen in 
einer gemigenden Dichte zusammen. deran. dass sie ihre spezielle Funk- 
tionsfahigkeit nicht verlieren; 

5 - der Zellraum begrenzt das Knorpelwachstum, sodass durch Wahl der 
Zellraumform die Form des entstehenden Knorpels steuerbar ist: 

- die Zellraumwand eriaubt die Versorgung der Zellen nut Kultunnedium, 
verhinden aber die Ausscnwemmung der fur das Knorpelwacbstum not- 

10 wendigen, von den Zellen sekretienen Stoffe. 



Fur die Herstellung von Imptantaten. die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
bestehen. kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusatzlich noch eine 
15 Funktion als Implantatsteil iibernehmen, wie weiter unten noch im Detail zu 
beschreiben sein wird. 



20 



Die in den Zellraum einzubringenden Zellen sind Chondrozyien. mesenchy- 
me Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen. Diese ZeUrypen kon- 
nen aus Knorpelgeweben. Knochen oder Knochenmark in bekannter Weise 
isolien werden oder auch aus Btnde- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignet. wenn cem Kulturmedium bzw. dem Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ihre Differenziemng zu Chondrozyten bewirken oder die 
Zellen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden. nut deranigen Faktoren 
behandeit werden. Die Zellen konnen auch. bevor sie in den Zellraum einge- 
bracht werden, in vitro verrnehn werden. 



0 Die in den genanr/.en Ceweben vorhandenen Mischungen von ZeUrypen 
brauchen nicht aufgetrennt zu werden. sondern konnen als solche in den Zell- 
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raum eingebracht werden. Es zeigt sich auch. dass eine vollstandige Trennung 
der Zellen von der sie urngebenden interzellularen Matrix nicht notwendig ist. 
dass also gegebenenfalls anstelle von isolierten Zellen auch Gewebeicilchen 
Oder Mischungen von isoiienen Zellen und Gewebeteilchen in den Zeilraum 
eingebracht werden konnen. Dabei ist gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
nung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen. beispielsweise 
durch eine kurze enzymatische Verdauung, dafur zu sorgen, dass die geforder- 
te Zelldichte im Zeilraum erreicht werden kann. 



Es zeigt sich, dass mil handelsublichen Kulturmedien. wie beispielsweise 
HAM-F12, denen vorteilhafterweise 5 bis 15% Serum zugegeben werden, gute 
Resultate erzielt werden konnen. Ferner konnen dem Kulturmedium auch an 
sich bekanme Wachstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulturme- 
15 dien, die eine Vermehmng der ZeUen und die Bildung der Knorpelmatrix 
fordem. beigegeben werden. 



Es zeigt sich. dass in den gemass dem erfindungsgemassen Verfahren erzeug- 
20 ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nicht dedifferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kulturzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mil Knorpelgewebe fullt. Das entstehende Knorpelgewebe 
kann. sobald es dazu eine geniigende mechanische Festigkeit aufweist, aus 
dem Zeilraum entfemt werden und beispielsweise frei schwimmend in einem 
25 Kuirurmedium weiter kultivien werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiterverwendung (Transpiantation) im Zeilraum verbleiben. 



30 



Nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelhes Knorpelgewebe kann 
als Implantat oder Im?ia=;atsteil. bzw. bci der Verwendung von autologen 
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Zellen als Zell-auto-Transpiantat oder aber auch fur wissenschaftliche Zwecke 
in vitro weirerverwendet wird. 



Die folgenden Figuren illustrieren das erfindungsgemasse Verfahren. die 
Anordnung zur Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens sowie Bei- 
spieie von Implan:aien, die durch das erfindungsgemasse Verfahren herge- 
stellt werden kdnnen. Bei den dargestellten Beispielen handelt es sich urn 
Impiantate fur die Repararur von encbondralen und osteocbondralen Defek- 
ten. Mit dem ernndungsgemassen Verfahren ist es aber auch mogiich. andere 
Impiantate herzustellen, zum Beispiel Gehorknochen oder fur die plastische 
Chirurgie Nasenkr.orpel. Orbitaiboden. Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

Figuren 1 bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens zur in vitro Her- 

stellung von Knorpelgewebe; 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimentellen Knorpelkulturen (aus Kulturen nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskulturen nach bekann- 
ten Verfahren) im Vergleich mit Knorpel aus einem Gelenk; 



20 



Figuren 8 und 9 zeigen zur Illustration der mechanischen Eigenschaften von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel: 
25 Krafrverlaufe bei der Belasrung dieses Knorpels (Figur 8) und bei 

der Belastung ei.-.es nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen Ucht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von nativem Knorpel. 
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Figur 14 zeigt einen Schnitt durch ein nach dem erfindungsgemassen Ver- 
fahren gemiss Figur 2 oder 3 her geS telltes Implantat nut emer 
Tragerscbicht und einer Knorpelschicht (Grenzbereich zwischen den 
zwei Schichten tm Schnitt senkrecht zu den Schichten): 

Figuren 15 und 16 zeigen beispielhafte Ausfuhrungsformen des erfindungsge- 
massen Implantates gemass Figur 14 im Schnitt senkrecht zur Knot- 
pelschicht; 

Figuren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellten Implantaten zur Reparacur 
von enchondralen und osteochondralen Gelenk-Defekten (Schmtte 
senkrecbt zur Knorpelschicht). 



Figur 1 zeigt im Schnitt ein-; beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vuro-Herstellung von Knorpelgewebe. Diese besteht im wesentlfchen aus 
einem begrenzten ZeMraum i. in den die Zellen eingebracht werden und der 
in einem Kulrurmedium-Raum 2 angeordnet ist. Mindestens ein Teil der 

20 Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulrurmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchlassige Wand, beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
det. Die restliche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulrurmedium- 
Raum 2 ist dicht und besteht beispielsweise aus Kunststoffteilen. die dem 
ZeUraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeablen Mem- 

25 brane festhalten. 



Im dargestellten Beispie! sind ein innerer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufsteckbare aussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen. die zusammen 
30 mit zwei beispielsweise im wesentlichen kreisformigen Stiicken senuperme- 
abler Membran 3 einen kreisschetbenfdrnigen Zellraum : einschliessen. 
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Die semipermeable Membran 3 hat cine Durchlassigkeit von 10*000 bis 
100*000 Dalton. Sie besteht zum Beispiel aus demselben Material wie ein 
entsprechender Dialyseschlauch. 



Es ist offensichilich, dass in anaioger Art zu der in der Figur 1 dargestellten 
Anordnung Zellraume verschiedenster Form gebildet werden konnen, in die 
Zellen eingebracht werden und in denen diese Knorpelgewebe aufbauen. 
10 wobei das Knorpelgewebe im wesemlichen die Form des Zellraumes 1 oder 
des wabrend der Kultur in Richrung Schwerkraft gegen unten gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 annimnu. 



15 



20 



Der Kulturmedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raum, in dem in bekannter 
Weise das Kulturmediurn periodisch ausgewechselt wird. Wenn der Zellraum 
1 im Kulrurmedium-Raum 2 bewegi werden soil, ist der Kulturmedium-Raum 
beispielsweise eine Spinnerflasche. 



Unter Verwendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das ernndungsge- 
masse Verfahren beispielsweise wie folgt ab: 

- Zellen, Gewebeteilchen oder Mischungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen, wie sie weiter oben beschrieben sind. werden. z.B. in Kulturme- 

diurn aufgeschlammt, in den freien Zellraum eingebracht deran. dass die 
Zelldichte im Zellraum im Bereiche rwischen 5xl0 7 und tO 9 Zellen pro 
cm 3 betragt. 
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- Der Zellraum wird geschlossea, dann in den Kulrurmedium-Raum ein- 
gebracht und darin fur einen Zeitraum in der Grdsse von etwa drei Wo- 
chen belassen. 

5 - Das im Zellraum entstandene Knorpelgewebe wird aus dem Zellraum 
emfenu und enrweder in einem Kulrurmedium frei schwimmend wetter 
kultivien oder direkt als Implantat bzw. Transplantat oder fur wissen- 
scbaitliche Untersuchungen weiterverwendet. 

10 

In Zeilraumen gemass Figur 1 werden Implantate hergestellt, die nur aus 
Knorpelgewebe bestehen. beispielsweise Gehorknochen, Nasenknorpel. Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln oder Telle d2von. 

15 

Figur 2 zeigt eine weitere Variante eines Zeliraumes fur die Durchfuhrung 
des emndungsgemassen Verfahrens. Der Zellraum 1 ist flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder plastisch defonnierbare 
Platte 7 aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Knocben- 
20 ersatzmaterial, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise eine semipermeable Membran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der Zellraum hat eine Hohe von beispielsweise ca. 3 bis 5mm und eine belie- 
bige Qachige Form und Ausdehnung. 

25 

Ein Zellraum, wic er in der Figur 2 dargestelh ist. ist insbesondere geeigaei 
fur die Herstellung eir.es Implantats rjr Reparatur eines osteochondral De- 
fekts. welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelscbicht sondern auch die Knochenersatzplatte 7 umfasst. Diese Kno- 
30 chenersatzplatte 7 hai also im wesentlichcn zwei Funlctionen: sie dient wah- 
rer.d dem Knorpelwachstum ais durchlassige Wandung des Zeliraumes 1 und 
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sie diem im ferrigen Implantat als Verankerungssubsrrat fur die Knorpel- 
schicht. wobei nach der Implantation dieses Knochenersatzmaterial in bekann- 
ter Weise von Zellen aus dem angrenzenden. vuaien Knochen besiedek wird. 

5 

Damit die Knochenersatzplatte 7 die oben genannte zweite Funktion erfQUen 
kann, muss durch eatsprechende Anordnung des Zellraumes im Kulturmedi- 
um-Raum dafur gesorgt werden. dass die Zellen sich mogiichst regelmassig 
auf der Knochenersatzplatte 7 absetzen (mindestens fur den Fall, dass eine 
10 Zelidichte gewahlt wird, die zu einem Absetzen der Zellen fuhrt). Der Zell- 
raum 1 wird also beispieisweise. wie in der Figur 2 dargesteUu mil der Kno- 
chenersatzplatte 7 gegen unten stationar im Kutrurmedium-Raum 2 angeord- 
net. sodass die Zellen sich durch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzplatte 7 absetzen. 

15 

Ferner muss die Knochenersatzplatte 7 deran beschaffen sein. dass das im 
Zellraum 1 entstehende Kiorpelgewebe in einem Grenzbereich mil der Kno- 
chenersatzplatte 7 verwachst una dadurch ein auf Scherung belastbares Im- 

20 plantat entsteht. Eine deranige Verwachsung wird erreicht dadurch. dass die 
Porositat des Knochenersatzmaterials mindestens auf derjenigen Oberflache, 
auf der der Knorpel geziichtet wird. so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellulaxen Knorpelmatrix entstehenden Kollagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpe! in der Knochenersatzplatte ver- 

25 ankem. Es zeigt sich. dass fur eine deranige Verankerung der Kollagenfibril- 
len Poren von ca. 1 bis 20um geeignet sind. 



Ferner ist es voneilhaft. wenn von den Zellen. die fur die Knorpelzuchrung 
auf die Oberflache der Knochenersatzplatte aufgebracht werden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlasst. sodass durch das Wach- 
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sen von Knorpelgewebe in diesen Unebenheiten Oder Poren Knorpelgewebe 
und KnochenersatzmateriaJ in der An eines Fonnschlusses mitemander ver- 
bunden werden. Es zeigt sich. dass Zeiien sich leicht in Unebenheiten oder 
Poren niederlassen. wenn diese mindestens 20um. vorteilhafterweise zwischen 
5 20 und 50um gross sind. 



.An die Knochenersatzplatte 7 werden also die folgenden Bedingungen ge- 
stellt: 



10 



- Damit die Zellen sich aus dem Kulturmedium durch die Knochenersatz- 
plane emahren konnen. muss diese Poren aufweisen, die durchgehende 
Kanale bilden (offene Porositat). 

15 - Damit die Knochenersatzplatte mindestens als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwemmung der grbsseren Molekiile diene kann, diirfen die 
Poren nicht zu gross und die Plattendicke nicht zu klein sein. 



20 



25 



30 



Damit die beim Knorpelwachstum entstehenden Kollagenfibrillen sich in 
den Poren der Platte verankem. sollen die Poren nicbt grosser lis ca. 
20um sein. 

Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersatz- 
plane ansiedeln konnen. miissen mindestens auf der gegen die wachsende 
Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte derartige 
Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mil Grossen von mindestens ca. 
20um vorgesehen sein. 



Es zeigt sich dass mi: entsp.-echend Oberflachen-rauhen Knochenersatzplat- 
ten mit offenen Poren in der Grdssenordnung von 2 bis 20um und mit einer 
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Dicke von 0.5 bis 3mm, vorzugsweise 0.5 bis Umm gute Resultate erzielt 
werden kfinnen. Bei Plattendicken uber ca. 0.5 bis 1mm kann der von der 
wachsenden Knorpelschichi abgewandte Bereich der Knochenersatzpiatte 
auch eine grdbere Porosita; aufweisen, beispielsweise Poren bis zu Grossen 
5 von 300 bis 700um. wie sie von Knochenersatzmaterialien bekanni sind. Der- 
artige Porositaten begiinstigen die in vivo Vaskularisierung des Knochener- 
satzmaterials. 



10 Als Knochenersatzmaterial eignen sich an sich alle gangigen osteoinduktiven 
und/oder osteokonduktiven Materialien, vorzugsweise bioiogisch abbaubare 
Materialmen, die die angegebene, offene Porositat aufweisen und die sich zu 
siarren oder plastisch vertormbaren Platten verarbeiten lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verformbare Platten herstellbar aus Kollagen L aus Kollaeen I 

15 und Hydroxyapam oder aus Polymilchsaure, starre Platten aus Tricalzium- 
phosphat, aus Hydroxyapam und aus anderen anorganischen Knocnenersatz- 
materialien. 



20 Eine Behandlung der Knochenersatzpiatte 7 mit einem Haftfaktor (attach- 
ment factor) ist nicht notwendig. 

In einem Zellraum gemass Figur 2 mit einer entsprechend ofrenporigen Kno- 
25 chenersatrplatte 7 wird aiso aich: nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dern es wird ein Implantat hergestellt. das einen vorgebildeten. verwachsenen 
Kaorpel/Knochen-Grenzbereich aufwcist. 

30 Figur 3 zeigt eine weitere. beispielshafte Anordnung zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemissen Verfahrens. Es handelt sich im Priruip urn eine Kom- 
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bination des Venahrens gemiiss Figuren 1 und 2. Die Knochenersatzplatte 7 
ist hier nichi als Teil der durchlassigen Wandung des Zellraumes 1 angeord- 
net sondem liegt innerhalb ernes derartigen, beispielsweise mit semipenne- 
ablen Membranen 3 begrenzten Raumes. Es ist offensichtlich, dass in einer 
5 deranigen Anordnung die Fuoktion der Knochenersatzplatte 7 als Konvek- 
tionsbarriere wegfallt und dass aus diesem Grunde die Porositiit und Dicke 
der Platte mit einer grosscrea Freibeit gewahlt werden kann. 

10 Die in der Figur 3 dargestelhe Anordung eignet sich insbesondere fur diinne, 
plasiisch verformbare Knochenersatzplatten 7, die als Zellraumwandung 
schwierig zu handhaben sind. 

15 Figur 4 zeigt schematisch eine wcitere Ausfuhrungsform eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere zur Ziichtung von sehr dtinnen Knorpelschichten, die 
mit einer Knochenersatzplatte verwachsen sind, eignet. Im Gegensatz zum 
Zellraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass mindestens in den ersten ein bis zwei Wochen unter stationaren 

20 Kulrurbedingungen geziichtet werden muss. Im Gegensatz zu ahnlichen, be- 
kannten Anordnungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fur die Zellen 
eine Knochenersatzplatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht als Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nicht mit Hilfe eines Haftfaktors 
immobilisiert. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resuitate. die in Versuchen mit dern erfindungsgemas- 
sen Verfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
erhalten wurden. Als semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendet. 
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Es wurden aus Schuitergelenken von Rindern isolierte Chondrozyien verwen- 
det. Die Isoiierung dcr Zellen wurde nach bekannten Methoden durchgefuhn. 
Die Zellen wurden in die Dialyseschlauche eingebracht und diese wahrend 
der Kulrurzeit in einer Spinnerflasche bewegt, wobei die Zellen sich am unte- 
ren Ende der Schlauche absetzten. Als Kulturmedium wurde HAM-F12 mit 5 
bis 15% Serum vcrwendet. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewech- 
selt. 



10 Figur 5 zeigt die Gebalte an Chondroitinsulfat und Kollagen (yg/ml. auf das 
Volumen des gebildeten Knorpelgewebes bezogen) als FunJction der Kultur- 
zeit (20, 29 und 49 Tage) des nacb dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Knorpelgewebes verglichen mit entsprechenden Wenen von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Monate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resultate zeigen, dass der Gehalt an Chondroitinsulfat im in vitro hergestell- 
ten Knorpelgewebs sogar hoher sein kann als in natiirlichem Knorpel, dass 
aber der Gehalt an Kollagen deuilich tiefer ist. 



20 Figuren 6 und 7 zeigen ebenfalls ais FunJction der Kulcurzeit (0, 7, 20 und 40 
Tage) Chondroitinsulfat- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichskulruren A und B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
gezuchtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulmrzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgesetzten Zellen Lm Zellraum, D: Kulcurmedium iiber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyien in Aiginatkugeln eingebettet und in einer stationaren Kulrur kulti- 
vicn (A) und in einer Spinnerflasche (B). 
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Durch die Figuren 6 und 7 wird deutlich, dass der Knorpelaufbau in der Vcr- 
suchsanordnung gemass Erfindung bedeutend erfolgreicher veriauft als in den 
Vergieichsversuchen. 

5 

Figuren 8 und 9 zeigen fur einen mil dem emndungsgemassen Verfahrcn 
hergestellten Knorpel (Figur 8) und fur einen nativen Knorpel (Figur 9) Re- 
sultaie von Belastungsversuchen zur Illustration der mechanischen Eigenschar- 
ten des emndungsgemass hergestellten Knorpels (Kulturbedingungen. bei 

10 denen der Knorpe! hergestellr wurde. siehe weiter oben) vergiichen mit me- 
chanischen Eigenschaften von nativem Knorpel (Rind). Der Versuch besieht 
darin, einen Stempel mil einer konstanten Geschwindigkeit (1 Micrometer pro 
Sekunde) in den Knorpel zu dracken und den Stempel bei einer Eindringtiefe 
von 200um anzuhalten, wahrend dessen die Stempelkraft registrien wird. 

15 Dabei steigt die Stempelkraft zuerst erwa proportional mit der Eindrinetiefe 
und sinkt nach dem Stillsrand des Stempels ab (viskoelastischer Kraftabbau 
durch Flussigkeitsverlust des Knorpelgewebes). 

20 Die beiden Figuren 8 und 9 stellen die Stempelkraft in Newton (N) als Funk- 
tion der Zeit in Sekundcn (s) dar. In der Figur 8 ist auch die Registrierung 
der Eindringtiefe (Weg) in urn dargestellt. 

25 Der Belasrungsversuch mit dem nach dem erandungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpe! (Figur 8) wurde mit einem Stempel mit 20mm Durch- 
messer durchgefuhrt, sodass sicb eine maximaJe Druckspannung von ca. 
. 0.8N7cm : ergibt. Der Versuch mit dem nativen Knorpel wurde mit einem 
Stempc! von 5mm Durchmesse: durchgefuhrt, sodass sich eine maximale 

30 Druckspannung von ca. 30N/cm : ergibi. 
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Die doch bedeutend kJeinere maximale Druckspannung des Knorpels. der mil 
dem emndungsgemassen Verfahren hergestellt wurde, lasst sich aus den Figu- 
ren 10 bis 13 erkJaren. Diese Figuren steilen lichtrnikroskopische Aufnahmen 
(Figuren 10 und 11) und elektronenmikroskopische Aufnahmen (Figuren 12 
und 13) des nach dem ernndungsgemassen Verfahren hergesteilten und fur 
die Belasrungsversuche verwendeten Knorpels (Figuren 10 und 12) und 
menschlichen Knorpels aus der mittleren radiaren Zone (Figuren 11 und 13) 
dar. 



Die Figuren 10 und 11 zeigen deutlich, dass der nach dem erandungsgemas- 
sen Verfahren hergestelite Knorpel bedeutend mehr Chondrozyxen enthalt als 
der Vergleichsknorpei. was fur den in vitro gezuchteteo Knorpel als Wachs- 
mmsstadium interpretiert werden kann. Dieselbe Interpretation legen die 
Figuren 12 und 13 nahe. auf denen in den Chondrozyten Organellen gut sicht- 
bar sind (mit Pfeilen markiert). Im Vergleichsknorpei sind die OrganeUen 
schmal, was auf eine geringe Synthesetatigkeit schliessen lasst; im erfindungs- 
gemass hergesteilten Knorpel sind sie deutlich erweitert. was auf intensive 
Synthesetatigkeit und damn auf eine Wachstumsphase hinweist. ' 



Weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen von nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren hergestelltem Knorpelgewebe zeigen. dass die Kollagen- 
fibrillen darin ein dichtes Netz bilden. dass sie aber weruger dick sind als in 
nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachstum) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichtet sondem beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemisser. Verfahren hergestelite Knorpelgewebe ist also als eine An 
embryonaies Knorpelgewebe zu betrachten, das aber die Fahigkeit besitzt, 
sich in vivo (nach der Implantation) zu einem "ausgewachsenen" Knorpelge- 
30 webe weiterzuenrwickeln. 
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Figur 14 zeigt in schematischer Darstellung einen histoiogischen Schnitt (Ver- 
grdsserung ca. lOOx) durch den Grenzbereich zwischen Knorpelschicht und 
Knochenersatzplatte eines Implantates, das in einer Anordnung gemass einer 
der Figuren 2 bis 4 hergesteUt wurde. Knorpelgewebe 10 und Knochenersatz- 
5 plane 7 sind in einem Grenzbereich 11 Formschluss-anig tniteinander ver- 
bunden, dadurch, dass das Knorpelgewebe in Oberflachenunebenneiten der 
Knochenersatzplatte 7 hineingewachsen isu 



10 Figuren 15 und 16 zeigen im Schnitt durch die Knorpelschicht 10 beispielhafte 
Ausfuhningsformen von Implantaten. die hergestellt werden nach Verfahren. 
wie sie im Zusammenhang mit den Figuren 2 bis 4 beschrieben wurden. und 
die zwischen der Knorpelschicht 10 und einer damnterliegenden Knochen- 
ersatzplatte 7 einen venvachsenen Grenzbereich 11 aufweisen, wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 



Nach Abschluss der Kulturzeit von einigen Wocfaen wird die Knocbenersatz- 
platte 7 mit der darauf entstandenen Knorpelschicht 10 von den vibrigen 
20 Wandbestandteilen des Zellraumes getrennt. Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende Implantat gege- 
benenfalls auf eine vorgegebene Grdsse und Form reduzien und/oder auf ein 
weiteres Stuck eines Knochenersatzmateriais 12 aufgesetzt. 

25 

Fur eine Bearbeitung des im Zsllraum entstandenen Implantates warden in 
der Chirurgie gangige Methoden verwendet, wie beispielsweise Stanzen. La- 
ser-Schneiden oder Frasen. Fur eine Vergrdsserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Stuck 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatz- 
30 matenal auf der der Knorpelschicht 10 gegenuberiiegenden Seite der Kno- 
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cbenersatzpiatte 7 mit Hilfc einer Schicht 13 aus einem an sicb bekannten, 
vorzugsweise biologisch abbaubaren Zement angesem. 

Nach der Impiantation wandern in das offenporige Knochenersatzmaterial der 
Knochenersatzplatte 7 und des angesetzten Sriicks 12 aus der nativen Umge- 
bung knochenbildende Zellen ein und wachsen Mikrogefisse in die Poren des 
Materials. Als Folge davon entsteht naturliches Knochengewebe. das das 
Knochenersatzmaterial (7. 12, 13), das sukzessive abgebaut wird, ersetzt. Da- 
bei ist a, erwanea. dass der in vitro gezuchtete Knorpel im Greozbereich 11 
mineraiisien wird. 



Figuren 17 bis 20 zeigen enchondraie und osteocbondrale Defekte. die mit 
beispielhaften Ausruhrungsformen von erfindungsgemassen Implantaten repa- 
rien sind. 



Figur 17 zeigt einen zu einer deSnienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
tenen, enchondralen Defekt, einen Defekt also, der in der nativen Kaorpel- 
schicht 20 Iiegt und das unter der Knorpelschicht 20 liegende Knochengewebe 
21 niefac tangien. Ein derarriger Defekt ist im Humanfall hbchstens etwa 3mm 
tief und kann sich fiber einen beliebigen Bereich einer Knorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohrten oder ausgeschnittenen Defekt wird ein Snick 
Knorpelgewebe 10' eingesetzt. das beispielsweise in einer Anordnung cemass 
Figur 1 gezuchtet wurde und das nach der Zuchtung gegebeneafaiis^urcfa 
Schne.den oder Stanzen auf die Form des Defektes gebracht wurde. 



Bei kieinen Defekien genfigt es , fir eine genQgende Fbdemng ^ 

un Defekt.. dieses beim Einbringea leicht elastisch zu deformieren (press fit). 
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Bei grosseren Defekten wird das Implantat mit bekanntcn Mitteln bcfestigt: 
beispielsweise rnit einem Stuck Knochenhaut, das darubcr genaht oder geklebt 
wird, rait einem Kleber t der zwischen nativem Knorpel und Implamat einge- 
bracht wird (z.B. Fibrinkieber). oder durch Vernahen mit dem nativen Knor- 
5 pel. 

Figur IS zeigi einen zu einer definierten Form aufgebohrten, kieineren osteo- 
chondraien Defekt (flachige Ausdehnung bis ca. 10mm. Tiefe bis zu ca 3mm 

10 im Knochen), ein Derek: also, der nicht nur die native Knorpeischicht 20 
sondern auch das danmterliegeade Knochengewebe 21 betrifft. Dieser Defekt 
ist mit einem Lmplaiuat gemass Figur 15 repariert, welches Implantat mit 
einem oder mehreren Pins befestigi ist. Es stnd zwei Pins dargestellt. Der eine 
Pin 22.1 wird vorn Cnirurgen von der Oberflache durch das Implantat getrie- 

15 ben. der andere Pin 22.2 ist vorgangig in der Knochenersatzplatte 7 des Im- 
plantates angeordnet worden und wird durch Pressen auf die Implantatsober- 
flache in den Knochen gerrieben. Je nach flachige: Ausdehnung des Defektes 
werden ein Pin ode: eine Mehrzahl von Pins angeordnet. 

20 

Selbsrverstandlich ist es auch moglich, das Implantat gemass Figur 13 mit 
anderen Fixierungsmirtein a!s mit Pins im Defekt zu befestigen. 

25 Aus der Figur IS ist ersichriich. dass die betrachilichen Scherkrafte. die bei 
der Beiasrung von Gelenken auf den Grenzbereich zwischen Knochen 21 und 
Kcorpe! 20 wirken, im Bereiche des reparienen Defektes vom Grenzbereich 
11 ubernommen werden. Ln dem die in vitro geziichtete Knorpeischicht 10 mit 
der Knochenersatzplatte 7 verwachsen ist. 
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Ansteile des aus einer in vitro geziichteten Knorpelschicht 10 und einer Kno- 
chenersatzplatte 7 bestehenden Implantates. wie es in der Figur 18 dareestellt 
ist. kann derselbe Dcfekt auch mil einer FQllmasse gefullt und mil einem in 
vitro geziichteten Stuck Knorpelgewebe. wie es in der Figur 17 dargestellt ist. 
repariert werden. Zur Auaahme der Scherkrane sind in einem solchen Falle 
beispielsweise durchgehende Pins 22.1 vorzusehen. 



Figur 19 zeigt einen aufgebohnen. osteochondralen Defekt. der bis in eine 
Tiefe von beispielsweise 20 bis 30mm prapariert und durch Implantation eines 
erandungsgemassen Implantates gemass Figur 16 repariert worden ist. Scher- 
krafte auf das Implantat werden wiedemm durch die Verwachsung zwischen 
Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 aufgenommen. Da die Zement- 
verbtndung 13 im nativen Knochen 21 iiegt, wird sie auf Scherung nicht bela- 
15 stet und braucht aus diesem Grunde nicht durch einen Stift verstarkt zu wer- 
den. 



10 



Die in der Figur 18 dargestellte Reparaturstelle kann auch erstellt werden, 
20 indent der untere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatzmaterial gefullt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfaUs mittels einer Zeraent- 
schicht 13 ein Implantat gemass Figur 15 implantiert wird. 



25 Fur grossere osteochondraie Defekte konnen im Sinne einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implamaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 



Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondralen Defekt. Dieser ist 
30 deran gross, dass die neu vj erstellende Knorpelflache nicht mehr nut einer 
ebenen Hache angenaher: werden kann. Ein derartiger Defekt kann. wie 
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weiter oben angedeutet. durch eine Mosaikplastik repariert werden. Da aber 
die erfindungsgemassen Implantate in ihrer flachigen Ausdehnung nicht be- 
schrankt sind und da deren Knochenersatzplatten 7 auch aus einem plastiscb 
verformbaren Material bestehen konnen. lasst sich der Defek: einiacber ge- 
mass Figur 20 mit einem Implantat gemass Figur 15 reparieren. Zu diesem 
Zwecke wird der Defek: auf eine Tiere von einigen Millimetern in den Kno- 
chen 21 zu einer definierten Form ausgeschnitten, werden tiefere Stelien mit 
einem plastischen Knocbenersatzmarerial gefuUt und wird das Implantat im 
Defekt positioniert und mit geeigneten Mitteln fixiert. 
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PATENTANSPRUCHE 



i. Verfahren zur in vitro Herstellung von Knorpelgewebe und von Implanta- 
ten. die mindestens teilweise aus Knorpelgewebe bestehen. ausgehend 
von vitalen Zellen, die die Fahigkeit haben. eine extrazellulare Knorpel- 
matrix zu bilden. dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in einen Zell- 

10 raum (1) eingebracht und zur Bildung einer extrazeUularen Knorpelmatrix 

in diesem Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm 3 Zellraum 5xl0 7 
bis 10 9 Zellen eingebracht werden, wobei der Zellraum (1) mindestens 
teilweise durch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvekrions- 
bamere wirksame offenporige Wandung von einem den ZeUraum (1) um- 

15 gebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennt ist. 



2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass aus entspre- 
cbenden Geweben isolierte Chondrozyten. mesenchymale Stammzellen, 
20 andere mesenchymale Zellen oder Fibroblasten oder Mischungen der 

genannten Zelltypen oder Gewebeteilchen. die mindestens einen Typ der 
genannten Zellen enthaken, in den Zellraum (1) eingebracht werden. 

25 3. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (1) in einer Zellkulrur vermehn werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. 
30 dass der Zeliraum (I) wah ren d der Kukurzeit im Kulturmedium-Raum 

(2) stationar angeordne: ist oder darin bewegt wird und dass mindestens 
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ein Teil der Zellraumwandung aus einer semipermeablen Membran mit 
einer Durchiassigkeit von iO'000 bis 100*000 Dalton besteht. 

5 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb des 
Zcllraumes cine offenporige, starre oder plastisch dcformierbare Plane 
(7) aus einem Knochenersatzmaterial angeordnet ist. 



10 6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. 

dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulrurmedium-Raum 
(2) stationar angeordnet ist und dass mindestens ein Teil der Zellraum- 
wandung als offenporige Schicht mit Poren von bis zu ca. 20um ausgebil- 
det isL 



7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die offenpori- 
ge Schicht eine Platte (7) aus einem Knochenersatzmaterial ist und dass 
der Zellraum (1) derart angeordnet ist, dass die Platte (7) unten ist, so- 
20 dass die in den Zellraum (1) eingebrachten Zellen sich auf der Platte (7) 

absetzen. 



S. Anordnung zur Durchfuhrung ces Verfahrens nach einem der Anspriiche 
25 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie etnen Zellraum (1) aufweist, 

welcher Zellraum (1) mindestens teilweise. durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine ais Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (1) umgebenden Kulturmedium-Raum 



S (2) abgetrennt ist. 
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9. Anordnung nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet, dass die semiper- 
mcable Membran (3) eine Durchiassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dakon 
hat. 

5 

10. Anordnung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die als Kon- 
vektionsb2rriere dienende Scfaicht eine offene Porositat von 1 bis 20um 
aufweis: und eine Dicke von 0,5 bis 3rnm haL 

10 

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) eine flachige Form mi: zwei im wesentlichen par- 
allelen Sdmilachen aufweist und dass die beiden Stirnflachen durch semi- 
permeable Membrane (3) oder durch offenporige Schichten gebildet sind. 

15 

12. Anordnung nach einem der AnspnQche 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass die offenporige Schicht eine starre oder plastisch verformbare 
Plane (7) aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Kno- 

20 chenersarzmaterial ist und dass der Zellraum im Kuiturmedium-Raum (2) 

deran angeordnet ist, dass die Knochcnersatzplatte (7) unten ist. 

13. .Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kno- 
25 chenersatzplarte (7) auf ihrer gegen das Innere des Zellraumes gewand- 

ten Oberfiache Unebenheiten mil Grossen von mindestens 20um auf- 
weist. 
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14. Anordnung nach einem dcr Anspriiche 12 oder 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Knochenersatzplatte (7) auf ihrer vom Zellraum abgewand- 
ten Seite eine Porositat von 300 bis 700um aufweist. 



10 



15. Anordnung nach einnem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeich- 
net, dass ausserhalb der Knochenersatzplatie (7) eine weitere durchlassige 
Wandung angeordnet ist. 



16. Zellraum begrenzt durch eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
einem offenporigen Knochencrsatzmaterial besteht, als Teil einer .Anord- 
nung nach einem der Anspriiche 12 bis 15. 



15 

17. Implantat hergestellt nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Plane (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersatzmaterial aufweist, deren Oberflache mindestens teil- 
weise mit einer in vitro geziichteten Knorpeischicht (10) bedeckt ist, wo- 
20 bei das Knorpelgewebe der Knorpeischicht (10) durch Einwachsen in 

Poren und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatzmaterials in die- 
sem verankert ist. 



18. Implantat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Platte (7) 
aus Knochenersatzmateria! mindestens in dem der Knorpeischicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grosse von 1 bis 20um aufweist und 
eine Dicke von 0,5 bis 3mm hat. 



30 
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'. Implaniar each einem der Anspruche 17 oder 18, dadurch gekennzeich- 
net. dass die Platte (7) aus Knocfaenersatzmaterial durch eine Zemem- 
schicht (13) tnit einem wetteren Teil (12) aus Knochenersatzmaterial ver- 
bunden ist. 



20. Implamat nach einem der Anspniche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet. 
dass es stair oder plastisch verformbar ist. 



21. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche ! bis 7 zur Her- 
steliung von Implantaren zur Reparatur von enchondralen oder osteo- 
chondralen Gelenk-Defekten. 



22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder 6 
zur Hersteiluag von Gehorknochen, Nasenknorpeln. Orbitalbdden, Oh- 
renmuscheln oder von Teilen davon. 

23. Verwendung des Implantates nach einem der Anspruche 17 bis 20 zur 
Reparatur von enchondralen oder osteochondralen Gelenk-Defekten. 
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Abstract 



Cartilage tissue and implants comprising cartilage tissue are produced in vitro starting from cells having the 
ability to form an extracellular cartilage matrix. Such cells are brought into a cell space (1) and are left in this cell 
space for producing an extracellular cartilage matrix. The cells are brought into the cell space to have a cell 
density of ca. 5x107 to 109 cells per cm3 of cell space. The cell space (1) is at least partly separated from a 
culture medium space (2) surrounding the cell space by a semi-permeable wall (3) or by an open-pore wall 
acting as convection barrier. The open-pore wall can be designed as a plate (7) made of a bone substitute 
material and constituting the bottom of the cell space (1). The cells settle on such a plate (7) and the cartilage 
tissue growing in the cell space (1 ) grows into pores or surface roughness of the plate, whereby an implant 
forms which consists of a bone substitute plate (7) and a cartilage layer covering the plate and whereby the two 
implant parts are connected to each other in positively engaged manner by being grown together 
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